

















































































6. Mount a  cantilever  in  the  fluid  chamber’s  clamp  (Figure 2). Use plastic  tweezers  to avoid 
scratching the glass (for example, Industrial tweezers K7, Rubis, Switzerland). Make sure the 















IMPORTANT: the  fluid chamber platform  is magnetic so this step must be carried out carefully  in 


































Illumination  system;  E:  Piezo 
system;  E1:  Button  for 

































































3. Use  the  double  downward  arrow  button  in  the  “Stepper  Controls”  box 













from  a  temporal  space  to  a  frequencies  space.  In  this  Fourier  regime,  the main  vibrational mode  can  be 
distinguished  from  the others. By  integrating  the area below  the  first  resonance peak,  the mean  squared 
displacement <(A‐B)^2> is measured in units of volts^2. 
7. Generate  a  Power  Spectrum  by  setting  the  “Measure  thermal  Spectrum”  parameters 
(Figure 5 and Figure  shown below) and by  then pressing  the “Get Spectrum” button. This 








































Note: when  the  “Force Null” button  is pressed,  the movement of  the piezo by  the  single arrow buttons  is 
reduced  to 20 nm approx. Performing a Stepper Approach brings  this movement back  to 50 nm. Now  the 
surface is close to the cantilever tip, at around 100‐200 nm. 

















Pulling  rate=400 nm/s;  Amplitude=500 nm;  Activate  Sawtooth  Detector;  Stringency=0.2; 
MinForce=75 pN, Nyquist Fraction=0.5. 
Moving the z pos slider to 
the  right  displaces  the 










































Sawtooth  Detector:  enables  selective  saving  during  AutoFX  for  the  traces  that  show  a  distinct 
sawtooth fingerprint only. Checking the Sawtooth Detector Box activates this feature. 















After  setting  these  parameters,  the  analysis  can  be  carried  out  as  a  single  or  an  automated 
experiment. 
The  single  FX  button  executes  a  single  FX measurement  according  to  the 
parameters specified  in  the FX settings box  (1). The acquired data  trace  is 
displayed in a separate window. After acquisition has been completed, the data are passed through 
a software filter according to the settings in the filter box (3). 




The Auto FX button  starts  repeated and  fully automated acquisition of FX 

























































































The  single  FC  button  executes  a  single  FC measurement  according  to  the 
contact  settings  specified  in  the  Contact  Conditions  Box  (1),  the  feedback 
settings specified in the PID feedback Box (4) and the protocol specified in the FC protocol table (5). 
The acquired data trace is displayed in a separated window. It is generally a good idea to run a single 





The Auto FC button  starts  the  repeated and  fully automated acquisition of 




























or aggregates when  first  touching  the surface  that will be released  later on. Furthermore, 
traces with noise at the end can also be selected because these fluctuation can be due to 
protein  detachment.  However,  it  is  not  recommended  to  select  a  trace  that  presents 
fluctuations  in  the middle  of  the  unfolding  steps  because  this  kind  of  noise  cannot  be 
explained by molecular means. 

























4. Change the variable “delta” (delta contour  length) and “p” (persistence  length) to alter 


















































14. At  IGOR  toolbar,  Data   Data  browser   FC_Analysis   SumTraces   forcevaluepN 

































its  final  length are  the same at  the end of  the unfolding and  refolding event.  If  there  is a 
difference  in  the  final  length between both events,  it cannot exceed 15 nm  (for  refolding 
analysis) or 4 nm (to measure mechanical stability of refolded domains). 





















































the  focusing mirror,  filling  the  fluid cell with buffer so  that  the cantilever  is  totally 
submerged in buffer. If nothing works, maybe there is an issue with the position of the 






change  in  A‐B  before  getting  the  real  slope.  This may  be  an  indication  that  the 
coverslip is not well glued to the piezo. Reassemble it.  
‐ While  calibrating  the  approach  to  the  surface  is  very  rounded. There  is  too much 
protein.  Try  to  rinse  the  coverslip with buffer  to  see  if  it  improves.  If  it does not 
improve, set up a new coverslip with less protein. 
‐ Few pickups: try adding more protein in the next experiment. 
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